近两年来，血友病治疗飞速发展，凝血因子替代治疗已经不再是唯一有效的治疗方法。新的治疗方向着眼于延长给药间隔时间，以减少预防治疗和静脉穿刺的频率，从而提高患者的依从性和生活质量。长效凝血因子产品的临床实践表明，由于受到血管性血友病因子半衰期的影响，长效凝血因子Ⅷ（FⅧ）制剂半衰期延长不理想。近年来非因子类替代治疗研究取得长足进步，基因治疗也取得令人振奋的进展。

一、非因子药物治疗

（一）双特异性单克隆抗体Emicizumab

Emicizumab又名ACE910，是一种人源性的针对FⅨa与FⅩ的嵌合双特异性抗体，通过模拟FⅧ的功能而发挥作用，治疗血友病A[@b1]。Emicizumab通过其双臂分别与FⅨa及FⅩ结合，并处于合适的空间构象，促进FⅨa诱导的FX活化和酶复合物的形成，加速凝血过程[@b1]--[@b3]。在获得性血友病（AHA）的动物模型中短期和长期应用Emicizumab分别证实了其止血与预防出血的作用[@b4]--[@b5]。第1个人体试验在64例健康受试者（40例日本人和24例高加索人）中开展，接受单次皮下注射Emicizumab[@b6]。在此研究中，Emicizumab的药物代谢动力学呈线性特点，半衰期约为4\~5周。离体试验表明Emicizumab缩短APTT、增加凝血酶生成的作用呈剂量相关特点。该试验中未发现严重的不良事件[@b6]。在一项非盲、非随机、剂量递增的Ⅰ期临床试验中，18例重型血友病A患者被分为3组，分别接受了0.3、1.0、3.0 mg/kg每周1次的皮下注射长达12周。三个剂量组的患者的年出血率均较前有明显降低，且安全性良好，未发现针对Emicizumab的中和性抗体[@b7]。

HAVEN1是一项非盲、随机、多中心的Ⅲ期临床试验，共纳入109例12岁及以上伴抑制物的血友病A患者[@b8]。患者被随机分为2组：试验组接受Emicizumab预防治疗，对照组不接受预防治疗。试验组的中位年出血率较对照组的23.3次降低87%，显示出显著的预防作用。患者自身对照表明：Emicizumab预防治疗较之前的旁路途径预防治疗，出血率降低79%。所有5例血栓事件发生于Emicizumab与活化凝血酶原复合物（aPCC）联用的患者，单独使用Emicizumab及Emicizumab联合重组人凝血因子Ⅶa（rFⅦa）的患者并未出现不良事件。随后长达6个月的研究中，控制旁路途径药物剂量并避免使用aPCC，未出现血栓事件[@b8]。HAVEN2是一项非盲、随机的Ⅲ期临床试验，最初纳入20例2\~12岁的儿童患者，接受每周1次Emicizumab预防性治疗，显示了良好的安全性和有效性[@b8]。Emicizumab优点包括可以皮下注射，每周1次，并且适用于伴抑制物的血友病A患者。缺点为不适用于血友病B患者。目前罗氏公司的该药物已获得FDA批准上市，商品名为Hemlibra。国内的Ⅲ期临床试验也已经正式启动。

（二）抗凝途径抑制剂

1．Fitusiran：Fitusiran是以抗凝血酶为作用靶点的小干扰RNA（siRNA）ALN-AT3。体内的抗凝血酶通过灭活FⅩa及凝血酶发挥抗凝作用。通过RNA干扰的方法沉默肝脏抗凝血酶基因表达的设想在前期的一系列动物实验中得到证实：对血友病模型的动物皮下注射fitusiran可以强有力且持续地降低血浆抗凝血酶的水平，并且呈剂量依赖性，从而促进血栓形成、恢复止血[@b9]。Pasi等[@b10]报道了关于ALN-AT3的一项Ⅰ期临床试验：4例健康受试者和25例不伴抑制物的中型或重型血友病A或B患者参与试验。健康受试者随机接受单次0.03 mg/kg Fitusiran皮下注射或安慰剂。患者共接受3次皮下注射，每周1次（3个剂量组分别为0.015、0.045和0.075 mg/kg）或每月1次（每组分别给予0.225、0.45、0.90、1.80 mg/kg或总量80 mg）。研究结果显示：每月1次的给药方案呈剂量相关性持续降低抗凝血酶水平，从而促进凝血。未发生严重不良反应。由于这项Ⅰ期试验观察时间有限，研究人员在此基础上进行了Ⅱ期试验------开放性延长期（OLE）研究，共纳入33例患者（14例伴抑制物，19例不伴抑制物），每月给药1次，每次剂量固定为50 mg或80 mg。预防出血的疗效与前一致。一项名为ATLAS的Ⅲ期临床试验正在进行中，目的是评价80 mg每月1次的用药方案的疗效和安全性。2017年9月，在OLE研究中一例同时接受FⅧ治疗的不伴抑制物的患者发生了窦静脉血栓[@b11]，随即暂停了一切Fitusiran的临床试验。最近美国FDA在公司提供了相关风险管控措施后重新批准了临床试验。Fitusiran可以皮下注射，注射间隔长达1个月，适用于血友病A、B患者（包含伴抑制物者），缺点在于存在严重不良事件的可能性。

2．Concizumab：组织因子途径抑制因子（TFPI）是组织因子凝血途径最主要的负性调控因子。在所有TFPI的抑制剂中，Concizumab的研究最为成熟。Concizumab是一种针对组织因子途径抑制因子的人源性单克隆抗体，不但可以竞争性与TFPI的KPI-2区域高亲和力结合，阻止FⅩa与TFPI结合，还可以阻止TFPI对TF-FⅦa复合物的抑制作用，从而增加酶复合物和凝血酶的形成[@b12]。在兔血友病模型中，静脉或皮下注射Concizumab较使用rFⅦa可以明显减少皮肤出血[@b12]。名为Explorer1的Ⅰ期剂量递增随机试验在24例血友病A/B患者和28例健康人施行，静脉注射0.5\~9 000 µg/kg或皮下注射50\~3 000 µg/kg后，最多可在43 d后仍可检测到血浆中的单克隆抗体，14 d后测得的TFPI含量和活性仍低于正常，期间未发生不良事件，亦无药物抗体产生[@b13]。在此基础上，在名为Explorer2的多中心、非盲、多次给药的Ⅰ期临床试验中，对4例健康男性给予Concizumab 250 µg/kg隔日1次共8次可以促进凝血酶的生成，且血浆Concizumab浓度与凝血酶生成呈正相关而与血浆TFPI水平呈负相关。同时，在18例重型血友病患者的血浆中加入Concizumab后，可以使凝血酶的生成恢复至接近正常水平。一项名为Explorer3的多中心、双盲、安慰剂对照的一期临床试验已经完成，主要在血友病A患者中评估了多种给药剂量（0.25、0.5、0.8 mg/kg皮下注射，每4 d给药1次）的安全性、药物代谢动力学特征和药效学特征。事后分析显示至少100 ng/ml的血药浓度可以最有效地减少出血。为了评价在血友病A、B患者中预防性使用Concizumab的安全性和有效性，两项临床试验------Explorer4（伴抑制物）和Explorer5（不伴抑制物）正在进行中[@b14]。Concizumab可以皮下注射，适用于血友病A、B患者（包含伴抑制物者）。

3．蛋白C和蛋白S抑制剂：蛋白C是一种肝脏合成的维生素K依赖蛋白，以丝氨酸蛋白原形式存在于血液中。凝血酶与血栓调节蛋白结合后水解蛋白C使其活化，在内皮细胞蛋白C受体的加速下形成活化蛋白C（APC）。APC是一种强力抗凝酶，主要通过蛋白水解作用不可逆地灭活FⅤa和FⅧa而下调凝血过程。蛋白C抑制剂（PCI）和α~1~-抗胰蛋白酶（α~1~-AT）都是丝氨酸蛋白酶抑制剂家族的内源性APC抑制剂，但二者的反应活性及特异性均较差。Polderdijk等[@b15]通过对PCI和α~1~-AT中易断P-P′键内与周围的残基进行修饰，得到了特异性较为理想的丝氨酸蛋白酶抑制剂。其中某种α~1~-AT的变体（KRK α~1~-AT）在动物模型中可以促进凝血酶生成、纤维蛋白和血小板的聚集，并可以使尾部严重损伤的血友病B模型小鼠停止出血。

理想的APC特异性的抑制剂具有以下特点：快速而特异的作用、长半衰期、可以皮下注射、低免疫原性。蛋白S不但可以作为APC的辅因子，还具有不依赖APC的抗凝活性------通过促进TFPI与FⅩa的相互作用抑制组织因子活性。鉴于蛋白S的这种关键的双重调节作用，及前期大量小鼠实验表明蛋白S与TFPI在出血及关节损伤中的关键作用，Prince等[@b16]设想由成纤维样滑膜细胞产生的TFPI-α及其辅因子蛋白S与血栓调节蛋白-内皮细胞蛋白C受体-蛋白C（TM-EPCR-PC）途径组成的关节内抗凝系统在关节出血的发生中起关键作用。在血友病A小鼠模型中使用沉默蛋白S的RNA可以增加凝血酶生成、使纤维蛋白更加密集；与抗TFPI抗体作用一致，蛋白S中和抗体可以使血友病A患者血浆的凝血酶生成潜力恢复正常。因沉默RNA具有较长半衰期，故可减少注射次数，并且有皮下注射用药的可能性。蛋白S作为通过多种途径发挥抗凝作用的辅因子，其可行性及潜在的缺点需要进一步研究。

二、基因治疗

血友病作为单基因遗传病，是基因治疗的最佳靶疾病之一。血友病基因的治疗近年来取得了显著进展。代新岳等[@b17]从基因载体及基因编辑方法等技术角度对血友病基因治疗的进展做了综述。本部分将重点从近期临床试验的角度总结基因治疗的成果和面临的挑战。

（一）血友病B

由于FⅨ基因片段较FⅧ小，技术上更易实现，故基因治疗血友病B起步更早。2011年公布的一项Ⅰ/Ⅱ期临床试验结果显示，Nathwani等[@b18]首次采用基因治疗成功治愈血友病。6例未产生抑制物且血清AAV8抗体阴性的重型血友病B患者被纳入试验，通过将携带密码子优化FⅨ基因的sc-AAV（自身互补的AAV）载体通过外周静脉注射的方式进行基因治疗，所有患者的FⅨ均呈剂量依赖性升高，最高可升至正常值的8%\~12%，其中4例患者完全脱离FⅨ预防治疗并再无出血，另外2例患者虽然未脱离FⅨ输注，但预防治疗的间隔明显延长。其中两例高剂量注射患者可能产生了针对病毒的免疫清除反应，表现为肝酶明显升高，但短期注射糖皮质激素之后能抑制这种免疫反应，并未使转基因表达丢失。在6\~16个月的随访中，无其他不良事件发生。之后研究者延长观察期至3年，且增加了高剂量组患者病例数，也得到了类似的结果[@b19]。2017年12月，George等[@b20]发表了一项关于SPK9001的Ⅰ/Ⅱ期临床试验结果，是目前为止单次静脉注射基因治疗获得最稳定因子活性水平和最佳临床预后的报道。SPK-9001是辉瑞和Spark Therapeutics合作研发的血友病B试验性新药，本质上是携带肝脏特异性启动子和高活性FⅨ（Padua）单点突变基因（factor Ⅸ-R338L）其衣壳表达经密码子优化的、单链腺相关病毒（ss-AAV）载体。FⅨ-Padua是一种FⅨ催化区发生错义突变的FⅨ变体，可以使FⅨ活性提高8倍[@b21]。10例患有血友病B的成年男性受试者单次注射SPK-9001后12周，测得所有患者的稳态FⅨ活性为正常值的14%\~81%。这个活性水平足以控制出血症状。年出血率（ABR）降低了97%，从注射前每年平均出血11.1次到每年0.4次，而凝血因子Ⅸ的使用减少了99%。试验过程中无明显的不良反应，未出现血栓及中和抗体，机体免疫反应导致的短暂的肝酶升高和FⅨ降低在短期应用糖皮质激素后可恢复正常。Miesbach等[@b22]进行了一项多国联合、多中心、非盲的Ⅱ期临床试验，使用新型基因导入产品AMT-060对10例血友病B患者进行基因治疗。AMT-060由AAV5载体和被肝脏特异性启动子（LP1）调控的密码子优化的野生型人FⅨ基因组成，从而可以使FⅨ特异性在肝脏中表达。结果显示单次AMT-060注射可以安全有效地增加FⅨ活性、减少自发出血和预防性FⅨ使用，并且未检测到针对腺病毒的细胞免疫反应，有3例患者出现轻度转氨酶升高。SPK-9001和AMT-060均已获得美国FDA的突破性疗法资格认定，后者更是获得了欧洲药品管理局的重点药品快速审评资格。除上述产品外，还有多个公司的产品处于不同的试验阶段（包括AskBio、DTX101、SB-FⅨ、FLT180），各种产品的差异主要在于使用的基因、AAV类型以及使用剂量[@b23]。我国科研工作者在血友病小鼠基因模型中发现，使用人血清白蛋白培养AAV8-FⅨ可以使血友病B小鼠的FⅨ水平升高5倍，这一发现可能有助于提高人体试验的疗效[@b24]。

（二）血友病A

编码FⅧ的基因片段长约7 kb，约等于编码FⅨ基因片段长度的2倍。因此利用包装能力有限的AAV衣壳携带野生型FⅧ存在很大的困难。Rangarajan等[@b25]对人FⅧ基因进行改造，删除无功能的B区域获得密码子优化的SQ型变体FⅧ，并由AAV5充当载体。9例男性重型血友病A患者被纳入一项Ⅰ/Ⅱ期剂量递增的临床试验中，用以评估单次注射AAV5-hFⅧ-SQ的安全性和有效性，随访期长达52周。结果表明FⅧ在患者中成功表达，且FⅧ活性水平呈剂量相关性。在接受最高剂量为6×10^13^ vg/kg的7例患者中，6例患者的FⅧ活性水平在20\~24周内保持在正常值范围，52周后仍维持1 600\~16 400 IU/L（平均7 700 IU/L）。另外1例接受高剂量治疗的患者因子水平波动于1 200\~3 200 IU/L，转为轻型血友病。所有患者均接受了短期的糖皮质激素治疗，未发现针对AAV5的细胞免疫反应及明显的肝细胞损伤。体液中的载体DNA水平随时间逐渐下降，并未在配子中检测到载体DNA，表明未整合入患者的基因组。除此之外还有多个临床试验在招募和进行中，包括Bio Marin公司的BMRN-270、Spark公司的SEK-8011、Sangamo公司的SB-525等[@b23]。目前，慢病毒载体已经被成功应用于血友病犬中，因其比AAV强大的包装携带能力，在血友病A患者中显示出非常广阔的应用前景[@b26]。

目前基因治疗的研究进展迅速，旨在提高转染效率的基因以及载体选择的优化在不断进行。针对患者本身存在AAV抗体的检测策略也在不断完善[@b27]。各项临床试验旨在监测给药的安全性和有效性，并探索最低给药剂量以减少不良反应。然而基因治疗仍面临一系列问题，包括如何解决整合基因毒性和脱靶效应、降低致瘤性、提高转染和编辑效率、控制免疫反应、提高抗病毒衣壳抗体检出率。伦理问题也是不可回避的，除此之外，基因治疗价格不菲[@b28]。

综上所述，在传统的替代疗法以外，血友病患者的治疗有了更多选择，尤其对伴抑制物的患者来说看到了治疗的希望。非因子类药物由于可应用于伴抑制物的患者，并且半衰期长、可以皮下注射等特点，提高了患者的依从性。AAV介导的基因治疗在临床试验中取得了里程碑式的突破，使血友病的完全治愈成为可能。
